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1. Uvod

PSenica (Triticum aestivum L. spp. vulgare) je, uz rizu i kukuruz, jedan od najznacajniji
ratarskih usjeva. Ima primjenu u prehrambenoj industriji za proizvodnju kruha i tjestenine,
Skroba, alkohola, ulja iz klica, glutena itd. Takoder se upotrebljava u konditorskoj,
farmaceutskoj i pivarskoj industriji, te za ishranu stoke (Martin¢i¢ i Kozumplik, 1996.).
Zbog visokog stupnja polimorfizma, tj. velikog broja varijeteta i kultivara, odlikuje se
Sirokim arealom rasprostranjenosti te se uzgaja u cijelom svijetu. Prema podatcima iz 2012.
godine pSenica se uzgajala na 215 489 485 ha godisnje, te je zauzimala vecu obradivu
povrsinu od rize i kukuruza. Svjetska proizvodnja pSenice iznosila je 670 875 110 t s
prosje¢nim prinosom od 3113,3 kg/ha. U Republici Hrvatskoj poZete povrSine pSenice u
2012. godini iznosile su 186 949 ha, s prosje¢nim prinosom od 5347,3 kg/ha (FAOStat,
2012.).

Poveéanjem broja stanovnika, raste i potreba za proizvodnjom visokorodnih pSenica koje
¢e moci zadovoljiti svjetske potrebe za hranom. Glavni cilj oplemenjivanja pSenice, kao
izrazito prehrambene poljoprivredne kulture, jest stvaranje stabilnih, visokorodnih i
kvalitetnih sorata. Moderna tehnologija uzgoja pSenice podrazumijeva koristenje
visokorodnih heksaploidnih pSenica sa stabilnim prinosom, a jedan od ¢imbenika koji
kontrolira ove karakteristike jest visina biljke. Visina biljke kvantitativno je svojstvo
kontrolirano s vise major, ali i minor gena te je pod utjecajem okolisnih uvjeta (Chebotar i
sur., 2001.). Jos od pocetka 20. stoljeca glavna strategija smanjivanja visine stabljike
pSenice bila je introdukcija Rht gena, odnosno gena za patuljasti (dwarf) i polupatuljasti
(semi-dwarf) rast, u moderne sorte. Hedden (2003.) opisuje nagli porast ukupnog prinosa
psenice u svijetu pocetkom ,,Zelene revolucije kroz povecanu gnojidbu, sto je ¢inilo biljke
viS§ima i ujedno manje otpornima na polijeganje. Introdukcijom gena za patuljasti i
polupatuljasti rast stvorene su sorte s nizom 1 ¢vrS¢om stabljikom povecanog Zetvenog

indeksa, manje podlozne polijaganju te s boljom opskrbom asimilata za razvoj zrna.

Danas se u oplemenjivanju pSenice najc¢esce koriste Rht-B1b (Rhtl) i Rht-D1b (Rht2) geni
iz japanske sorte Norin 10 koji znatno utjeCu na smanjivanje visine stabljike i povecanje
prinosa (Gale i Youssefian, 1985.), no u odredenim agroklimatskim uvjetima mogu imati
negativan utjecaj na morfoloska i agronomska svojstva (Bai i sur., 2004.; Addisu i sur.,
2009.; Clayshulte i sur., 2007.; Li i sur., 2011.). Alternativni gen u takvim uvjetima je Rht8

gen iz japanske pSenice Akakomugi. Introdukciju i prenosenje ovih gena u zapadne sorte
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pSenice opisali su Borojevi¢ i Borojevi¢ (2005.b). Za razliku od dwarf gena iz psenice
Norin 10 koji su osjetljivi na primjenu giberelinske kiseline (GA), dwarf geni iz pSenice
Akakomugi, zajedno s Rht8 genom, nisu osjetljivi na primjenu GA te njihova identifikacija
u segregacijskim populacijama nije jednostavna. Time su otezana i genetska istrazivanja

ovih gena te njihov utjecaj na visinu biljke i agronomska svojstva.

Kako bi se identificirali geni odgovorni za odredeni patuljasti ili polupatuljasti genotip
potrebno ih je identificirati i mapirati na genetskoj mapi pSenice. Mikrosatelitni markeri
pokazali su najvecu u¢inkovitost za ispitivanje genetske razlicitosti (Plaschke i sur., 1995.;
Dvojkovi¢, 2009.; Petrovié¢, 2011.), te u identifikaciji i mapiranju agronomski vaznih gena
(Korzun i sur., 1997.; Korzun i sur., 1998.) zbog visokog stupnja polimorfizma i pravilne
rasporedenosti po genomu psenice. U tu svrhu izradena je i mikrosatelitna mapa pSenice
(Roder i sur., 1998.) koja omogucuje markerima potpomognutu selekciju u oplemenjivanju

pSenice identifikacijom i unosenjem Rht gena u moderne sorte psenice.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati genetsku varijabilnost Rht lokusa 20 hrvatskih i 10
stranih sorata ozime pSenice pomoc¢u mikrosatelitnih markera te ih usporediti s izmjerenom

visinom psenice u poljskom pokusu.



2. Pregled literature

2.1. ,,Zelena revolucija* i Rht geni u oplemenjivanju pSenice

Pojam ,,Zelena revolucija“ odnosi se na znatno povecanje prinosa p$enice tijekom 1960-ih
godina, koje je ostvareno introdukcijom polupatuljastih sorata pSenice u oplemenjivacke
programe razvijenih zemalja. Norman Borlaug je, introdukcijom Rht-B1b (Rhtl) i Rht-D1b
(Rht2) gena iz japanske sorte Norin 10 u oplemenjivacki program CIMMYT-a, Meksiko,
snizio visinu stabljike pSenice Sto je dovelo do viSestrukog povecanja prinosa zrna.
Smanjena visina stabljike znacila je i manju moguénost polijeganja te bolje usvajanje
asimilata za razvoj zrna (Ellis i sur., 2007.a). Visoko produktivne pSenice niske stabljike,
prilagodene razvoju u tropskim i subtropskim uvjetima, koje su nastale u ovim
oplemenjivackim programima proSirene su u Juznu Ameriku, juznu i jugoistocnu Aziju

(Hedden, 2003.).

Polupatuljaste sorte pSenice introducirane su u oplemenjivacki materijal Europe i prije
»Zelene revolucije”. 1920-ih godina, talijanski oplemenjiva¢ Nazareno Strampelli pridonio
je povecanju prinosa talijanske pSenice kroz poveéanje otpornosti na hrdu, ranijom
cvatnjom i sazrijevanjem te smanjivanjem visine stabljike (Salvi i sur., 2013.). Odabirom
japanske pSenice Akakomugi, s niskom stabljikom i izrazito ranim sazrijevanjem (zbog
posjedovanja Rht8 i Ppd-D1 gena), kao jednog od roditelja u krizanju, Strampelli je dobio
potomstvo biljaka nizih stabljika, otpornih na polijeganje koje su sazrijevale 1-3 tjedna
ranije tako izbjegavajuci susni stres prije nalijevanja zrna (Borojevi¢ 1 Borojevi¢, 2005.a).
Linije proizasle iz krizanja bile su, izmedu ostalih, Mentana, Ardito, Villa Glori, a kasnije i
San Pastore koje su koriStene kao roditelji u oplemenjivac¢kim programima mnogih zemalja

(Salvi i sur., 2013.).

Istrazivanjima krajem 20.st. potvrdeno je da japanska pSenica Akakomugi posjeduje gen za
snizavanje stabljike, Rht8, i gen neosjetljivosti na fotoperiod, Ppd-D1, koji se nalaze na 2D
kromosomu. Ova dva gena su usko vezana (Korzun i sur., 1998.) i tako krizanjem
prenesena u mnoge talijanske sorte pSenice, koje su postale izvor gena za polupatuljaste
sorte Juzne 1 Srednje Europe. Razvojem ruske sorte Bezostaja 1 koja u svom pedigreu ima
sortu Akakomugi, a kasnije i sorti Avrora i Kavkaz, Rht8 i Ppd-D1 geni prosirili su se i u
pSenice Isto¢ne Europe (Borojevi¢ 1 Borojevi¢, 2005.b). U talijanske pSenice, iz japanskog
varijeteta Saitama 27, introduciran je jo§ jedan gen za smanjivanje visine stabljike, Rht-
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B1d, koji se zajedno s ostalim genima prosirio u komercijalnim polupatuljastim sortama

pSenice.

Do sada je identificirano 22 gena koji kontroliraju visinu stabljike pSenice 1 koji se nalaze

na deset razli¢itih kromosoma (Kang i sur., 2012.; Mclntosh i sur., 2012.). Ovi geni

oznaceni su kao Rht geni (Reduced Height) i prema Mclntoshovom katalogu podijeljeni u

dvije skupine s obzirom na reakciju na giberelinski kiselinu (GA) (tablica 1).

Tablica 1. Lista Rht gena, lokusa i alelnih varijanti

1. GA- neosjetljivi geni

2. GA- osjetljivi geni

Lokus
Rht-1 D8; GAI*
Rht-Al

Rht-B1 4B, 4BS**

4A

Rht-D1 4D; 4DS**

Alelne varijante

Rht-Ala

Rht-Bla
Rht-B1b /Rhtl
Rht-Blc /Rht3
Rht-B1d
Rht-Ble
Rht-B1f
Rht-Blg
Rht-B1'e

Rht-Dla
Rht-D1b /Rht2
Rht-D1c / Rht10
Rht-D1d

Lokus
Rht4  2BL**
Rht5  3BS**
Rht6
Rht7  2A

Rht8  2D; 2DL**

Rht9  7BS; 5AL**
Rht11

Rht12 5A
Rht13 7BS**
Rht14

Rht15

Rht16

Rht17

Rht18

Rht19

Rht20

Rht21

Rht22 7AS**

Alelne varijante

Rht8a (165 bp)***
Rht8b (174 bp)***
Rht8c (192 bp)***
Rht8d (201 bp)***
Rht8e (210 bp)***
Rht8f (215 bp)***
Rht8g (196bp)***

Rht8h (206 bp)***

* ortologni lokus (lokus D8- kukuruz;lokus GAI- Arabidopsis)

** S (short)/L (long)- kratki/dugi krak kromosoma

*** alelne varijante povezane sa SSR markerom gwm261



GA- neosjetljivi geni Rht-B1b i Rht-D1b, koji se nalaze na 4B i 4D kromosomu pSenice
predstavljaju mutantni tip gena koji inhibiraju reakciju giberelina time smanjujuéi visinu
stabljike (Hedden, 2003.).

Smanjivanje visine stabljike povezano je s povecanjem visine prinosa, a time i otpornosti
na polijeganje (Ganeva i sur., 2005.; Sip i sur., 2010.; Lin i sur., 2014.; Rebetzke i sur.,
2012.). Primjerice, Flintham i sur. (1997.) usporedivali su prinos zrna niskih biljaka koje
su imale Rht-B1b, Rht-D1b i Rht-B1c alele, s visokim biljkama u nekoliko pokusa. Rht-B1b
i Rht-D1b alel imali su sli¢ni utjecaj na snizavanje stabljike (86% i 83% u usporedbi s
kontrolom), dok je njihova kombinacija smanjivala visinu za 58%. Rht-B1c alel smanjivao
je visinu stabljike za 50%. Uocen je i povecan prinos zrna niskih biljaka koji se kretao
izmedu 200 do 760 g m. Takoder, Knopf i sur. (2008.) utvrdili su da sorte s Rht-B1b ili

Rht-D1b alelom imaju nizu stabljiku i veéi prinos od onih koje nisu imale ove dwarf gene.

lako Rht-B1b i Rht-D1b imaju pozitivan u¢inak na sSmanjivanje visine stabljike i poveéanje
broja zrna i prinosa, uocen je i njihov negativan u¢inak na duljinu koleoptila, elongaciju
listova, povrsinu lista klijanaca te izduzivanje listova u dubokoj sjetvi (Bai i sur., 2004.;
Addisu i sur., 2009.; Clayshulte i sur., 2007.; Li i sur., 2011.). Negativni utjecaj ovih gena
uoCava se posebice u juznoeuropskim mediteranskim zemljama sa su$nim ljetnim
razdobljima i su$nim podru¢jima Australije i Sjeverne Amerike (Ahmad i Sorrells, 2002.;
Addisu i sur., 2009.), zbog osjetljivosti pSenice na visoku temperaturu prije klasanja (Liu i
sur., 2005.). Ellis i sur. (2004) utvrdili su da je neosjetljivost na GA Rht-B1b ili Rht-D1b
alela povezana sa smanjivanjem izduzivanja listova 1 duljine koleoptila. Sli¢an ucinak
uocen je za gene Rhtll i Rhtl7. S druge strane, nije uo¢en negativan u¢inak Rht8 gena ni

na jedno od ova dva svojstva.

U takvim uvjetima, smanjivanje visine stabljike postize se uporabom GA- osjetljivog Rht8
gena koji se nalazi na 2D kromosomu psenice i usko je vezan za gen neosjetljivosti na
fotoperiod Ppd-D1 (Korzun i sur., 1998.). Kombinirani utjecaj ovih gena smanjuje visinu
stabljike za 10 cm, povecava plodnost klasi¢a i omogucuje ranije cvjetanje za 0sam dana
(Gale i1 Youssefian, 1985.). Ppd-D1 gen skracuje zivotni ciklus biljke i time omogucuje

izbjegavanje visokih temperatura tijekom cvjetanja.



2.2. Istrazivanja varijabilnosti Rht gena pomoéu molekularnih markera

Spomenuti dwarf geni identificirani su i klasificiranim putem testa na giberelinsku kiselinu,
genetskim istrazivanjima te istrazivanjima pomocu molekularnih markera. Najcesce
upotrebljavani molekularni makeri su mikrosateliti ili SSR markeri (eng. simple sequence
repeats) bazirani na lancanoj reakciji polimerazom (PCR). SSR markeri predstavljaju
dijelove DNA koji se sastoje od kratkih ponavljajucih sekvenci od 2 do 5 bp rasporedenih
po genomu (Kumar i sur., 2009.).

Uporabom mikrosatelitnih markera omogucena je analiza varijabilnosti alela na Xgwm?261
lokusu koji je usko vezan za Rht8 gen. Mikrosatelitnim markerom gwm261 identificirane
Su tri najcesce alelne varijante rasprostranjene u polupatuljastim pSenicama, od 192 bp, 174
bp i 165 bp. Alel od 192 bp koji se nalazi u japanskoj sorti Akakomugi rasprostranjen je u
pSenicama Juzne Europe, dok su aleli od 174 bp i 165 bp, koji se nalaze u sortama Norin
10 i Saitama 27, naj¢esce nalaze u pSenicama Velike Britanije, Njemacke i Francuske, te u
meksi¢kim pSenicama CIMMYT-a (Worland i sur., 1998., 2001.; Ahmad i Sorrells, 2002.,
Chebotar i sur.,, 2001.). Specificnim mikrosatelitnim markerima omoguéena je
identifikacija i Rht-B1b i Rht-D1b gena u polupatuljastim sortama psenica koje ¢ine 95%
danasnjih komercijalnih pSenica. Rht-B1b i/ili Rht-D1b geni identificirani su u 70%
polupatuljastih komercijalnih sorti (Liu i sur., 2005.; Hedden, 2003.).

U nastavku poglavlja dan je kratki pregled najznacajnijih istrazivanja varijabilnosti Rht
gena, pomocu mikrosatelitnih markera gwm261, za Rht8 gen te specificnih markera za
identifikaciju Rht-B1 i Rht-D1 gena.

Ellis i sur. (2002.) razvili su ,,savrSene” PCR markere za identifikaciju Rht-B1b i Rht-D1b
gena te ih ispitali na 19 sorata psenice u kojima su prethodno identificirani Rht geni. To¢na
genotipizacija utvrdena je pomocu Rht-B1b i Rht-D1b specifi¢nih pocetnica kao i markera
specifiénih za divlji tip alela, Rht-Bla i Rht-D1la. Ovi ,savrSeni “ markeri, tj. markeri
specifi¢ni za promjenu parova baza odgovornu za polupatuljasti fenotip, mapirani su na

kromosomima 4B i 4D.

PCR marker za Rht-D1b alel koji su razvili Ellis i sur. (2002.) kori$ten je u ispitivanju 421
sorte pSenice podrucja Kine (Yang i Liu, 2006.). Rezultati su pokazali da je Rht-D1b alel
prisutan u 183 sorte (43,5%), no ima razlicitu distribuciju u razli¢itim regijama uzgoja,

vjerojatno zbog razlicitih izvora dwarf gena i agroekoloskih uvjeta uzgoja. Od cetiri zone



ozime psenice, zona fakultativne ozimo-jare psenice Zute i Huai rijeke imala je najveéu
ucestalost Rht-D1b alela, 55.6%.

Pomocu testa reakcije na giberelinsku kiselinu (GA test) i SSR markera, Ganeva i sur.
(2005.) identificirali su Cetiri alelne varijante na lokusu Xgwm261 bugarskih sorata pSenice.
Alele od 165 bp i 174 bp imale su sorte razvijene hibridizacijom sa stranim pSenicama dok
su starije sorte razvijene iz primitivnih psenica, imali rijetke alelne varijante od 211 bp i
215 bp. 42 od 76 modernih psenica pokazala je reakciju na giberelinsku kiselinu. Alelna
varijanta od 192 bp pronadena je u 64 (84,2%) moderne pSenice, od kojih 37 nose Rht8 gen,
a 27 imaju kombinaciju Rht8 i GA- neosjetljive alele Rht-B1d (17); Rht-D1b (6) i Rht-B1b
(4). Takoder, u sorata s Rht-B1 alelima utvrdena je kraca stabljika nego kod sorata s Rht-
D1b i Rht8 genom, dok su najveci prinos i masu 1000 zrna imale sorte s kombinacijom
Rht-B1d i Rht8 alelne varijante od 192 bp.

Zhang i sur. (2006.) koristili su molekularne markere u identifikaciji Rht-Bla, Rht-B1b,
Rht-D1b i Rht8 gena te njihovu zastupljenost kod 220 sorata ozime psenice podrucja Kine.
Rezultati su pokazali dominaciju Rht-D1b i Rht8 gena s ucestalos¢u od 45,5% i 46,8%,
dok je ucestalost Rht-B1b alela iznosila 24,5%. Od 220 ispitivanih sorata, identificirane su
52 s Rht-B1b alelom (24,5%). U 40 sorata utvrdene su Rht-D1b i Rht8, 28 sorata Rht-B1b i
Rht8 i u jednoj sorti Rht-B1b i Rht-D1b kombinacije alela, a jedna je imala i sva tri gena.

lako postoji uska povezanost alelne varijante od 192 bp na Xgwm261 lokusu s Rht8
lokusom (Korzun i sur., 1998.), prema Ellis i sur. (2007.b), prisutnost ovog alela na
Xgwm261 mikrosatelitnom lokusu ne mora uvijek biti povezana s Rht8 genom i
smanjivanjem visine stabljike. Analizom segregacijskih populacija nastalih krizanjem s
roditeljem koji nosi alel od 192 bp na Xgwm261 lokusu, nisu utvrdene znacajne razlike u
visinama potomstva, §to sugerira nedostatak Rht8 gena. Rezultati istrazivanja pokazali su i
da sorta Norin 10 na Xgwm261 lokusu ima alelnu varijantu od 192 bp, a ne 174 bp, koja

ima jednaki nukleotidni identitet kao i alel od 192 bp japanske sorte Akakomugi.

Pomoc¢u SSR markera, Clayshulte i sur. (2007.) ispitivali su varijabilnost alela na
Xgwm261 i Rht-B1 lokusu u dvije populacije (Longhorn/Akron i Longhorn/Yuma)
rekombinantnih inbred linija ozime pSenice te njihov utjecaj na osjetljivost na GA i duljinu
koleoptila. U obje populacije prisutnost Rht-B1lb alel smanjivala je visinu stabljike (u
prosjeku 8,9%), osjetljivost na GA (u prosjeku 73,5%) i duljinu koleoptila (u prosjeku
11,3%) u odnosu na Rht-Bla alel. U Longhorn/Yuma populaciji, Rht-B1b i Xgwm261-165
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bp genotipovi imali su nizu stabljiku od Xgwm261-210 bp i Rht-Bla genotipova te nije
zabiljezen negativan utjecaj Xgwm261-165 bp alela.

Knopf i sur. (2008.) ispitali su 95 njemackih sorata pSenice priznatih 2004. godine,
pomoc¢u markera za Rht-B1 i Rht-D1 gen i SSR markera gwm261 za gen Rht8. Rht-D1b
alel identificiran je u 37,6% sorata, a samo 6% imalo je Rht-B1b alel, koji je prevladavao u
sortama sjeverne Europe. Kod sorata s Rht-B1b ili Rht-D1b alelom utvrdena je niza
stabljika i veéi prinos od onih koje nisu imale dwarf gene. Na Rht8 lokusu prevladavale su
alelne varijante od 165 i 174 bp (90% sorata), dok je preostalih 10% sorata imalo alel od

197 bp. Alelna varijanta od 192 bp nije pronadena ni u jednoj sorti.

Kako bi evaluirali 172 sorte pSenice iz 20 zemalja, ToSovié¢-Mari¢ i sur. (2008.) koristili su
SSR i STS markere za identifikaciju Rht-B1b, Rht-D1b i Rht8 gena. Alel Rht- Blb
pronaden je u 40% sorata, te je imao vecu ucestalost u stranim (57,6%) nego u domaéim
pSenicama (22,6%). Rht-D1b alel bio je prisutan u 22% sorata, podjednako u stranim i
domac¢im. Rht8 gen identificiran je u 62% sorata, s ucestalos¢u od 78,3% u domacim

sortama.

U istrazivanju koje su proveli Guedira i sur. (2010.) ispitivane su ucestalosti Rht-B1, Rht-
D1 i Rht8 gena kod 362 starih i modernih sorata pSenice centralnog i isto¢énog SAD-a
pomoc¢u SSR markera. Sve sorte proizvedene prije 1964. g. imale su alele za divlji tip na
sva tri lokusa. U preko 90% modernih psenica identificiran je ili Rht-B1b ili Rht-D1b alel;
45% ozimih pSenica imalo je Rht-D1b alel, dok je 77% durum pSenica imalo Rht-B1b alel.
Na Xgwm261 lokusu identificirano je nekoliko alelnih varijanti, i to od 165, 175, 192, 197,
203 1 210 bp. Kod ozime pSenice najcesc¢e alelne varijante bile su one od 165 1 210 bp, a
kod durum psenice od 165 i 175 bp. Alel od 192 bp imalo je samo osam, odnosno 3%

sorata, kod ozime i durum pSenice.

Pomoc¢u mikrosatelitnog markera gwm261, alelno specificnih markera za Ppd-D1(Ppdl),
Vrn-1A i Vrn-1D lokuse te test reakcije na giberelinsku kiselinu (GA), Kolev i sur. (2010.)
ispitivali su distribuciju dwarf gena te reakciju na fotoperiod i vernalizaciju, kod 20 starih i
modernih domacih i Cetiri Strane sorte bugarske pSenice, te 11 linija. Identificirano je
nekoliko alelnih varijanti na Xgwm261 lokusu, od 164, 174, 192, 202 i 212 bp. Stare sorte
visokih stabljika uglavnom su imale alelnu varijantu od 174 bp, a moderne sorte
polupatuljasti alel od 192 bp, sam ili u kombinaciji s Rht-Bla, Rht-B1b ili Rht-B1d alelima.
Ppd-Dla alel, odgovoran za neosjetljivost na fotoperiodizam, identificiran je u 93,3%
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analiziranih modernih sorata. Kod 86,6% modernih sorata identificirana je kombinacija
Ppd-Dla/vrn-Al, vrn-D1 alela za fotoperiod i vernalizaciju, koju karakterizira ranije

klasanje.

Sip i sur. (2010.) proveli su ispitivanja o distribuciji alela na Rht i Ppd lokusima nekoliko
razli¢itih grupa ozime pSenice na niz agronomskih svojstava koriste¢i podatke iz poljskih
pokusa s vise lokacija. Zabiljezena je znatna varijacija za sva svojstva unutar i izmedu
grupa psSenica. ldentificirano je nekoliko alelnih varijanti na Xgwm261 lokusu, od 165, 174,
1921 198 bp. Najcesce kombinacije alela bile su Xgwm26- 192 bp; Ppd-D1la (45% sorata) i
Rht-B1b ili Rht-B1d; Xgwm261-192 bp; Ppd- D1a (30% sorata). Xgwm?261 alel od 192 bp
nije bitno utjecao na smanjivanje visine stabljike, u danim uvjetima, u usporedbi s alelnim
kombinacijama od 165 bp i 174 bp. Kod sorata s GA-neosjetljivim alelom Rht-D1b
zabiljeZzena je najveca redukcija u visini stabljike te pozitivan utjecaj na otpornost na

polijeganje i prinos.

Sip i sur. (2011.) ispitivali su prisutnost alela na Rht i Ppd lokusima ozimih sorata p3enice
podrugja srednje Europe (Ceske i Slovatke Republike) pomoéu SSR markera i testa
reakcije na giberelinsku kiselinu (GA). Identificirane su Cetiri razli¢ite alelne varijante (174,
192, 165 i 198 bp) na Xgwm261 lokusu. Kod 85 sorata podrucja Ceske Republike, najveéu
ucestalost i rasprostranjenost imala je alelna varijanta od 174 bp (39), ¢esto u kombinaciji S
Ppd-D1b (30 od 39 sorata) i Rht-D1b alelom (15 od 30 sorata). U Slovackoj Republici,
alelna varijanta od 192 bp, obi¢no povezana s Ppd-Dl1a lokusom, identificirana je u 30 od
40 sorata; a u 12 sorata takoder u kombinaciji S GA- neosjetljivim alelom na 4B

kromosomul.

Li i sur. (2011.) koristili su populaciju od 159 rekombinantnih inbred linija nastalih
krizanjem polupatuljaste sorte kratkih koleoptila, Rio Blanco (Rht-b1b, Rht-D1a), i visoke
sorte dugih koleoptila, IDO444 (Rht-Bla, Rht-D1a), te su mapirali major QTL na Rht-B1
lokusu. Duljina koleoptila polupatuljastih linija bila je znatno manja od visokih linija.

Rezultati ukazuju na plejotropni uc¢inak Rht-B1 gena na smanjivanje duljine koleoptila.

Rebetzke 1 sur. (2012.) proizveli su cetiri velike inbred populacije €iji su genotipovi
ispitani pomocu molekularnih markera kako bi utvrdili potencijal GA-osjetljivih
Rht4, Rht5, Rht8, Rhtl2iRhtl3 gena bez negativnih utjecaja na vigor klijanaca. U
usporedbi s visokim genotipovima redukcija u visini stabljike bila je najve¢a za Rht5 (-
55%), zatim Rhtl2 (-45%), Rht13 (-34%), Rht4 (-17%), a najmanja za Rht8 (-7%).
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Redukcija visine bila je u korelaciji sa smanjivanjem polijeganja te povecanim zetvenim
indeksom i brojem zrna. Vecéina Rht gena bila je povezana s povecanjem broja zrna: Rht13
(+27%), Rht4 (+19%), Rht12 (+19%). Ispitivani geni nisu imali znacajni utjecaj na duzinu
koleoptile i Sirinu lista klijanaca, ali duzina lista bila je u prosjeku manja u linijama S

Rht5 ili Rht12 genom.

Pomoc¢u SSR markera Kang i sur. (2012.) proveli su ispitivanje na F, populaciji nastaloj
krizanjem patuljaste poljske pSenice i visoke pSenice te identificirali recesivni gen za
patuljasti rast, privremeno ozna¢en kao Rht-dp gen. Osam SSR markera na kratkom kraku
4B kromosoma i dva AFLP markera mapirani su relativno blizu lokusa tog gena. Alelnim

testovima je utvrdeno da Rht-dp moze biti alternativni alel Rht-B1 lokusa.

Divashuk i sur. (2013.) su pomoc¢u SSR markera ispitivali varijabilnost Rht-B1b, Rht-B1le,
Rht-D1b i Rht8 gena kod 98 sorata juzne Rusije. Rht-D1b alel bio je prisutan u 13 sorti,
Rht-B1b u 37, a 19 sorti imalo je Rht-Ble alel. Vecina sorata imale su divlji tip alela na
Rht-B1 i Rht-D1 lokusu. Alelnu varijantu od 192 bp na Xgwm261 lokusu imalo je 76 sorata
za koje se pretpostavlja da nose Rht8 gen. Identificirano je jo§ osam alelnih varijanti na
Xgwm261 lokusu : 174 bp, 165 bp, 196 bp, 194 bp, 202 bp, 204 bp, 211 bp i 213 bp.

Kako bi utvrdili sposobnost Rht gena za smanjivanje visine stabljike (Rht-B1b, Rht-D1b,
Rht8), Lin i sur. (2014.) krizali su osam patuljastih pSenica S visokim pSenicama te
zabiljezili velike varijacije kod F; biljaka. Na Xgwm261 lokusu identificirane su tri alelne
varijante, od 174, 192 i 210 bp, s najve¢om ucestaloscu alela od 210 bp (57,7%). Elitna
linija, CY925ai, kod koje su detektirana sva tri Rht gena (Rht-B1b, Rht-D1b i Rht8) imala
je vrlo nisku stabljiku (57,92 cm) i visoku prosje¢nu redukciju visine od 29.4%.

Pomocu mikrosatelitnog markera gwm261, Worland i sur. (1998.) proveli su ispitivanje
distribucije i adaptabilne znacajnosti alelnih varijanti Xgwm261 lokusa u preko 100 sorata
pSenice. Vecina ispitanih sorata nosila je alelne varijante od 192 , 174 1 165 bp. Pronadene
su 1 alelne varijante vece od 200 bp, i to 201, 210 1 215 bp. Alelna varijanta od 192 bp
imala je Siroku rasprostranjenost u juznoeuropskim i mnogim srednjeeuropskim sortama
ukljucujuéi ruske pSenice Avrora, Bezostaya i Kavkaz, dok je vec¢ina britanskih, francuskih
i njemackih pSenica nosila alelnu varijantu od 174 bp na Xgwm261 lokusu. Psenice
proizvedene u CIMMYT-u, Meksiko, imale su alelenu varijantu od 165 bp koja je

povezana s povecanjem visine stabljike.
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Korzun i sur. (1998.) su analizom rekombinantnih linija izmedu 2D kromosoma sorata
Ciano 67 i Mara, i Cappelle-Desprez identificirali tri alelne varijante, od 165 (Ciano 67),
174 (Cappelle-Desprez) i 192 bp (Mara), na Xgwm?261 lokusu. Ispitivanjem dodatnih 100
sorata pSenice utvrdena je njihova Siroka rasprostranjenost. Takoder je utvrdena i uska
povezanost alelne varijante od 192 bp s Rht8 lokusom, koji su udaljeni samo 0.6 cM.
Pronadene su i nove alelne varijante od 201, 202, 210 i 215 bp. Smatra se da alelna
varijanta od 192 bp u usporedbi sa 174 bp alelom smanjuje visinu stabljike za 7- 8 cm, dok

ona od 165 bp povecava stabljiku za oko 3 cm.

Chebotar i sur. (2001.) su pomocu mikrosatelitnog markera gwm261 ispitali 45 sorata
pSenice i selekcijski materijal gen banki Ukrajine. Ispitivanje je potvrdilo da veéina sorata
na podrucju juzne Ukrajine nosi alelnu varijantu od 192 bp na Xgwm261 lokusu, time

ukazujuci na adaptivnost ovog alela Rht8 gena u juznim podruc¢jima.

Prema Worland i sur. (2001.) ispitivanjem varijabilnosti alela na Xgwm261 lokusu 870
sorata pSenica pomo¢u SSR markera gwm261 utvrdeno je da 90% sorata nosi alele od 165,
1741 192 bp, dok je u ostalima identificirano deset novih alelnih varijanti (194, 195, 196,
201, 202, 203, 204, 205, 207, 210 i 215 bp). Alelna varijanta od 192 bp pronadena je u
veéini sorata juzne Europe, a od 165 bp u veéini meksickih pSenica sa CIMMYT-a i
zemalja s germplazmom CIMMYT-a u oplemenjiva¢kim programima. U kineskoj pSenici
Chinese Spring takoder je identificiran alel od 192 bp iako se smatra da ona ne nosi Rht8

gen.

Ahmad i Sorrells (2002.) proveli su ispitivanje 71 sorte pSenice iz 13 zemalja kako bi
procijenili varijabilnosti na Xgwm261 lokusu. Rezultati su pokazali da aleli sa 174 i 165 bp
imaju najvecéu zastupljenost, od 52,11% i 26,76%. Nijedna sorta Novog Zelanda nije imala
alel od 192 bp specifi¢ano vezan za Rht8 gen, dok je samo jedna sorta SAD-a imala ovaj
alel. Ucestalost alela od 192 pb bila je 5,63%. ZabiljeZene su i nove alelne varijante od 180,
198, 200 i 204 bp u sortama SAD-a i Novog Zelanda. Nekoliko sorata SAD-a i Poljske

pokazale su dvije ili tri alelne varijante istovremeno.

Bai i sur. (2004.) ispitivali su utjecaj Rht8 gena na duljinu koleoptila pSenice u susnim
regijama s niskim koli¢inama padalina. Analiza alelne distribucije na Xgwm261 lokusu
pokazala je da su u ispitivanim sortama SAD-a i Kine naj¢esce alelne varijante od 165 bp
(ozime durum psenice) i 174 bp (ozime krusne pSenice), a identificirani su i aleli od 184,
192, 194, 197, 202 i 212 bp. 64% kineskih, i oko 8% sorata SAD-a imalo je alel od 192 bp
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koji ukazuje na prisutnost Rht8 gena. Duljina koleoptila varirala je ovisno o alelima na
Xgwm261 lokusu, od 7,9 cm (165, 197 i 210 bp aleli) do 8,8 cm (192 bp alel).

Prema Liu 1 sur. (2005.) u 408 kineskih 1 98 egzoti¢nih sorata pSenice zabiljezeno je 13
razli¢itih alelnih varijanti na lokusu Rht8 gena pomocu mikrosatelitnog markera gwmz261.
Identificirane su alelne varijante od 216, 212, 210, 206, 204, 202, 200, 196, 194, 192, 190,
174 i 164 bp. Analiza distribucije alelnih varijanti pokazala je da su u kineskim sortama
prevladavali 204, 192, 174 i 164 bp aleli. Najvecu ucestalost imao je alel od 192 bp
(38,48%).

Zheleva i sur. (2006.) ispitivali su distribuciju alela mikrosatelitnog lokusa Xgwm261 174
sorata podrijetlom iz jugoistocne, zapadne i centralne Europe pri ¢emu je identificirano
Sest alelnih varijanti od 164, 174, 192, 194, 196 i 202 bp. Najvecu ucestalost (79,77%)
imao je alel od 192 bp pronaden u bugarskim i drugim pSenicama jugoistocne Europe, time
pokazujuéi znacajnu vaznost adaptabilnosti odredenog alela Rht8 gena na tom
geografskom podru¢ju. Vecina genotipova pSenice zapadne i centralne Europe imale su

alelne varijante od 174 i 164 bp.

U istraZivanju koje su proveli Dvojkovi¢ i sur. (2010.) ispitivana je alelna varijabilnost
lokusa Xgwm261 kod 98 hrvatskih i 24 stranih sorata psenice. Alelna varijanta od 192 bp
identificirana je u 84 hrvatske sorte, kao i u mnogim sortama juzne Europe. Alel od 174 bp
na Xgwm261 lokusu imale su odredene sorte sjeverozapadne Europe i nekoliko hrvatskih
sorata. Alelnu varijantu od 165 bp imale su hrvatske sorte ¢ije se podrijetlo moze naci u
izvorima koji djelomi¢no potic¢u iz SAD-a i Kanade. Identificirane su i alelne varijante od
196 i 205 bp.

Petrovi¢ 1 sur. (2012.) analizirali su 40 ozimih sorata pSenice pomo¢u SSR markera
gwm261 na lokusu Xgwm261. 28 sorata imalo je alel od 192, Sest od 174, Cetiri od 165 i
dva od 196 bp. Alel neosjetljivosti na fotoperiod, Ppd-D1a, identificiran je kod 31, a alel
Ppd-D1b kod 9 sorata. Samo tri hrvatska sorte (llirija, Aida i Felix) imala su alel od 174 bp
koji je povezan s genom osjetljivosti na fotoperiod ppd-D1, i koji je introduciran u

oplemenjivacki program iz japanske pSenice Norin 10.
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3. Materijal i metode

3.1. Biljni materijal

U istrazivanje je ukljuéeno 20 hrvatskih sorata heksaploidne kruS$ne pSenice (Triticum

aestivum L. spp. vulgare) koje su priznate od 1936. do 2010. godine. Sorte su odabrane na

osnovi godine priznavanja, zastupljenosti u proizvodnji i podruc¢ju uzgoja (tablica 2a). U

istrazivanje je uklju¢eno i deset sorata stranog podrijetla koje su posluzile kao standardi u

identifikaciji Rht gena koji su za ove sorte utvrdeni prethodnim istrazivanjima (tablica 2b).

Tablica 2.a. Godina priznavanja, podrijetlo i pedigre hrvatskih sorata ozime pSenice

Sorta Godina Podrijetlo Pedigre

1. U1l 1936. P1O Carlotta Strampeli/Marquis

2. Zlatna Dolina 1971. Bc institut Zg 414-57/Leonardo

3. Osjecka 20 1978. PIO Osk. 6.9-1-64/V-188-M

4. Slavonija 1984. PIO Osjecka 20/0sk.4.216-2-76

5. Zitarka 1985. PIO Osk. 6.30-20/Slavonka/3/Eph.
M68/0sk.154 -19/ Kavkaz

6. Ana 1988. PIO Osk-4.216-2-76/29-2877-74

7.  Srpanjka 1989. PIO Osk. 4.50-1-77/Zg 2696

8. Demetra 1991. PIO Osk. 4.216-2-76/2g 2877-74

9. Cerera 1993. Jost NE-7060-76-Y-342/\VG-19

10. Marija 1995. Bc Institut Venera/NSJP-49

11. Kuna 1995. AGRZG St 563/Skopljanka

12. Barbara 1997. PIO GO 3135/Zitarka

13. Super Zitarka 1997.  PIO GO 3135/Zitarka

14. Golubica 1998. PI1O Slavonija/Gemini

15. Koleda 1998. Jost NE-7060-76-Y-335/VG-19

16. Gabi 1999. Agrigenetics d.0.0.  Srpanjka/GK 32-82

17. Prima 2001. Bc Institut Sana/Gala

18. Janica 2003. PI1O Osk. 5.36-9-91/Srpanjka

19. Dea 2005. Agrigenetics d.0.0.  Srpanjka/Brutus

20. Nova Zitarka 2010.  PIO FS-800/89/Zitarka

Od 20 sorata pSenice, 12 je kreirano na Poljoprivrednom institutu u Osijeku, tri pripadaju

Bc institutu, Zagreb, jedna sorta Agronomskom fakultetu u Zagrebu (AGRZG), dvije

oplemenjivackoj kuci Jost sjeme- istrazivanja d.o.o , Krizevcii dvije oplemenjivackoj kuéi
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Agrigenetics d.o.0, Osijek. Od stranih sorata, po dvije sorte su podrijetlom iz Rusije i
Francuske, te po jedna sorta iz Japana, Kine, Italije, Njemacke, Kanade i Meksika.

Tablica 2.b. Godina priznavanja, podrijetlo i pedigre stranih sorata pSenice

Sorta Godina  Podrijetlo Pedigre
1. Thatcher 1921. Kanada Marquis/Yumillo//Marquis /Kanred
2. Norin 10 1935. Japan Turkey red/Fultz-Daruma
3. Chinese Spring - Kina LV/Sichuan
4. Capelle Desprez  1946. Francuska Vilmorin 27/Hybride du Juncqois
5. Libellula 1965. Italija Tevere/Giuliari//San Pastore
6. Awvrora 1972. Rusija Lutescens-314-h-147/ Bezostaya-1
7. Kavkaz 1972. Rusija Lutescens-314-h-147/ Bezostaya-1
8. Soissons 1987. Francuska lena/HN 35
9. Siete Cerros66  1996. Meksiko Penjamo-62(SIB)/Gabo-55
10. Altos 2000. Njemacka Kontrast/Hadmerslebener-48182-85

3.2. Metode rada

3.2.1. Poljski pokus, klimatski uvjeti i agronomsko svojstvo visine biljke

Sve sorte psenice odabrane za istrazivanje postavljene su u poljski pokus u sklopu VIP
projekta ,,Adaptabilnost hrvatskog sortimenta pSenice u uvjetima klimatskih
promjena“ tijekom vegetacijske godine 2013./2014. (slika 1). Pokus je postavljen na
lokaciji Klisa kod Osijeka. Provedena je standardna agrotehnika za pSenicu. Pokus je

zasijan 15. listopada 2013. godine.

Slika 1. Poljski pokus tijekom nicanja pSenice (foto original; I. Ravli¢)
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Svaka sorta posijana je na osnovnu parcelu duzine 5 m, Sirine 1,25 m, s povr§inom od 6,25

m?. Razmak izmedu redova bio je 12,5 cm.

Klimatski podatci o srednjim mjesecnim temperaturama i oborinama za razdoblje od rujna
2013. do svibnja 2014. godine, te 32-godi$nji prosjek dobiveni su iz Drzavnog

hidrometeoroloskog zavoda i prikazani grafikonom 1.

Klima dijagram za podrudje Osijeka
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Grafikon 1. Klima dijagram za podruéje Osijeka tijekom vegetacijske godine 2013./2014. i
visegodisnji prosjek (1981.-2013.)

Tijekom vegetacijske godine 2013./2014. srednje mjeseCne temperature zraka nisu
odstupale od viSegodiSnjeg prosjeka u rujnu, prosincu i svibnju, dok su u ostalim
mjesecima tijekom vegetacije pSenice temperature bile vise za 2 do 3°C. U veljaci su
temperature zraka bile vise za 4°C od viSegodisnjeg prosjeka $to je dovelo do ranijeg

vlatanja i klasanja.

Veca koli¢ina oborina zabiljezena je u predsjetvenom razdoblju, u rujnu, kada je palo
dvostruko viSe oborina od viSegodiSnjeg prosjeka, 129 mm. U sjetvi pSenice koli¢ina
oborina nije odstupala od visegodisnjeg prosjeka, dok je u prosincu zabiljezen potpuni
nedostatak oborina. U travnju je palo 30 mm, a u svibnju ¢ak 94 mm vise oborina od

viSegodis$njeg prosjeka Sto je potaknulo razvoj bolesti i polijeganje pSenice.
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Agronomsko svojstvo visine biljke mjereno je tijekom pune zriobe na 25 slucajno

odabranih biljaka iz sredine parcele (slika 2). Mjerenje je obavljeno 12. lipnja 2014. godine.

Slika 2. Poljski pokus u punoj zriobi psenice (foto original; I. Ravli¢)

3.2.2. Laboratorijski pokus

Ispitivanje varijabilnosti Rht gena na DNA razini provedeno je u Laboratoriju za biljnu
genetiku i biotehnologiju Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku. Prilikom ispitivanja
koriStena je metoda mikrosatelitnih markera bazirana na lan¢anoj reakciji polimerazom

(PCR- Polymerase Chain Reaction).

3.2.2.1. Uzgoj klijanaca i izolacija genomske DNA

Sjeme svake sorte posijano je u tresetne ploc¢ice i naklijavano u klima komori tijekom 14
dana. Temperatura u klima komori odrzavana je na 20°C uz svjetlosni rezim 12 sati
osvjetljenja i 12 sati bez osvjetljenja, uz zalijevanje svakih pet dana. Listovi biljaka
prikupljeni su u fazi dva do tri lista, pohranjeni u vrecice S pripadaju¢im brojem te Cuvani
na -80°C.
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Izolacija DNA iz listova 30 sorata provedena je prema cetil-trimetil-amonij-bromid metodi
(CTAB) (Doyle i Doyle, 1987.), modificirana prema Grljusi¢ (2003.). Odvagano je 20 mg
listova svake sorte koji su stavljeni u tarionike prethodno ohladene teku¢im dusikom.
Nakon toga su listovi preliveni teku¢im dusikom i tu¢kom smrvljeni u fini prah. U svaki
uzorak dodano je 1000 uL 2% CTAB pufera (1M Tris-HCI pH 8.0; 0,5 Na,EDTA pH 8.0;
5 M NaCl; 10% SDS), koji je prethodno zagrijan u vodenoj kupelji na 68°C. Sadrzaj je iz
tarionika potom izliven u prethodno brojevima ozna¢ene Eppendorf tubice od 2 ml koje su
kratko vorteksirane te inkubirane na 65°C u vodenoj kupelji 45 minuta uz povremeno
okretanje seta tubica rukom. Nakon inkubacije uzorci u tubicama premjesteni su u posudu
s ledom gdje je svakom uzorku dodano 670 uL SEVAG-a (kloroform/izoamilni alkohol
24:1). Nakon dodavanja alkohola svaki uzorak pojedinacno je protresen rukom okretanjem

tubice koje su zatim stavljene na stalak za muckanje u trajanju od 30 minuta (slika 3).

Slika 3. Uzorci na stalku za muckanje Slika 4. Centrifugiranje uzoraka (foto original;
(foto original; I. Ravli¢) I. Ravli¢)

Uzorci su nakon muckanja na stalku centrifugirani 8§ minuta brzinom od 14 000 okr/min
(slika 4). Centrifugiranjem je odvojena tekuca faza od krute faze (slika 5) koja je zatim
pipetom s odrezanim vrhom izdvojena u novi set oznacenih tubica od 2 ml. Konacni

volumen tekuce faze iznosio je oko 750 pL.

17



Slika 5. Odvajanje tekuce od krute faze (foto original; I. Ravli¢)

U izdvojenu tekuéu fazu dodano je 16 uL RNAze te su uzorci ostavljeni na sobnoj
temperaturi na stalku za muckanje 30 minuta, uz povremeno ruc¢no okretanje. U tubice je
zatim dodano 650 uL 0,7 V hladnog izopropanola te su lagano okretane rukom dok DNA
nije postala vidljiva (slika 6).

Slika 6. Vidljiva DNA nakon dodavanja

izopropanola (foto original; I. Ravli¢)
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Tubice su ostavljene na sobnoj temperaturi dva sata uz povremeno okretanje rukom nakon
¢ega su centrifugirane 1 minutu na 14 000 okr/min. Prilikom centrifugiranja na dnu tubice
se stvorila bijela peleta DNA. Tekuca faza pazljivo je izlivena, a u tubicu je dodano 500
uL 0,2 mM natrij acetata u 76% etanolu kojim je peleta prana oko 30 minuta laganim
treskanjem tubice prstom. Tubice su kratko centrifugirane 2 minute pri 14 000 okr/min, a
tekuca faza izlivena. Pranje peleta ponovljeno je u 500 uLL amonij acetata u 76% etanolu
tijekom 10 minuta. Tubice su ponovno centrifugirane 1 minutu na 14 000 okr/min i tekuca

faza je izlivena.

Preostali etanol nakon izlijevanja tekuce faze pazljivo je odstranjen pipetom te su otvorene
tubice ostavljene u digestoru 30 do 45 minuta. Nakon susenja peletama je dodano 100 pL 1
x TE pufera kako bi se otopile. Tubice su kratko centrifugirane i spremljene u hladnjak na
+4°C. Sljede¢i dan tubice su jo§ jednom lagano protresene prstom te su uzorci DNA

pohranjeni na -20°C.

Cistoéa izolirane DNA izmjerena je Varian Cary® 50 UV-Visible spektrofotometrom.
Pripremljena su razrjedenja DNA izdvajanjem 15 pL ¢iste DNA i 735 uL TE pufera. Na
pocetku mjerenja uredaj je kalibriran pomocu demineralizirane H,O. Za svaki uzorak
napravljena su dva ponavljanja te je na temelju omjera apsorbance od 260 (Azso) i 280 nm

(Azso) utvrdena Cistoca DNA, ¢ija je vrijednost bila prihvatljiva u rasponu od 1,5 do 1,9.

Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbanci, prema sljedecoj formuli odredena je i

koncentracija DNA u ng/ul:

[DNA] = Azgo * Azgo * 50°

Nakon odredivanja koncentracije pripremljeni su radni uzorci za PCR reakcije. Za svaki
uzorak odredena je koli¢ina DNA (1) i TE pufera (2) za PCR razrjedenje 1:5 (Tablica 3)

prema formulama:

20

(1) DNA (uL) = [DNA]

x50

(2) TE 8.0(uL) = 50,0 — DNA (pL)
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Tablica 3. Koncentracija DNA i PCR razrjedenje uzoraka

[DNA] P_CR . [DNA] P_CR )
Br. Sorta ng/ul razrjedenje | Br. Sorta ng/ul razrjedenje
1:5 (uL) 1:5 (uL)
DNA TES8.0 DNA TEB8.0
1 U1l 334,5 2,98 47,02 16 Koleda 566,0 1,77 48,23
2 Osjecka 20 2415 4,14 45,86 17  Gabi 910,3 1,1 48,9
3 Slavonija 470,5 2,13 47,87 18  N.Zitarka 783,5 1,28 48,72
4 Zitarka 680,75 1,47 48,53 19 Dea 711,3 1,41 48,59
5 Srpanjka 333,33 3,0 47,0 20  Ana 335,8 2,98 47,02
6 Demetra 249,8 4,0 46,0 21  Libellula 520,0 1,92 48,08
7 Super Zitarka  423,8 2,36 47,64 22 Soissons 506,3 1,98 48,02
8 Zlatna Dolina  141,5 7,07 42,93 23 Altos 754,5 1,33 48,67
9 Golubica 4455 2,24 47,76 24  C.Spring 14145 0,7 49,3
10 Janica 640,5 156 48,44 25 CapelleD. 452,0 2,21 47,79
11  Barbara 357,0 2,8 47,2 26 Siete C.66 597,3 1,67 48,33
12  Marija 847,8 1,18 48,82 27  Avrora 2793,7 0,36 48,64
13 Prima 508,5 1,97 48,03 28 Kavkaz 562,8 1,78 48,22
14 Kuna 606,5 1,65 48,35 29  Norin 10 555,5 1,8 48,2
15  Cerera 573,3 1,74 48,26 30 Thatcher 616,8 1,62 48,38

Koncentracija DNA provjerena je elektroforezom u usporedbi s lambdom-DNA ¢&ija je

koncentracija unaprijed odredena (slika 7 i 8). Pripremljen je 0,75% agarozni gel u 1 x

TAE puferu na koji su nanoSeni uzorci pomocu pipete. Za pripremu uzoraka za

elektroforezu koristeno je 3 pL razrijedene DNA, 2 uL STOP miksa (5 x SGB) (1M Tris-
HCI pH 8.0; 0,5 M Na;EDTA,; Bromfenolblue boja; 87%- tni glicerin; SDS) i 2 pL d.d.
H.O. Za uzorke lambde-DNA uzeto je 1 uL A-DNA, 2 puL Stop miksa i 7 uL d.d. H,O.
Uvjeti elektroforeze bili su sljedeci: 80 V; 60 mA; 50 W.

Slika 7. Kvaliteta izolirane DNA u usporedbi s lambdom-DNA (foto original; I. Ravli¢)
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Slika 8. Kvaliteta izolirane DNA u usporedbi s lambdom-DNA (foto original; I. Ravli¢)

Za uzorke koji su pokazali losu kvalitetu spektrofotometrijskom analizom i elektroforezom

s lambdom-DNA ponovljena je izolacija DNA.

3.2.2.2. Metoda mikrosatelitnih markera

U ispitivanju varijabilnosti Rht gena psSenice Koristene su tri razli¢ite sekvence parova

mikrosatelitnih pocetnica, dva para na D i jedan na B genomu pSenice.

Mikrosatelitne poc¢etnice gwm261 markera kreirali su Marion Roder i suradnici u Leibniz-
Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) Getersleben, Njemacka.
Odabrani su prema literaturnim navodima Roder i sur. (1998.). Kromosomska lokacija

(lokus), sekvence pocetnica i temperatura nalijeganja pocetnica prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Svojstva para pocetnica mikrosatelitnog markera gwm261

Sekvenca podetnice (5' — 3') Ta
Marker  Lokus -
Lijeva pocetnica Desna pocetnica Q)

gwm261 2D CTCCCTGTACGCCTAAGGC CTCGCGCTACTAGCCATTG 55

* Ta (°C) — temperatura nalijeganja podetnica

Amplifikacija gwm261 mikrosatelitnih poc¢etnica obavljena je prema modificiranom MAS
Wheat protokolu. Prije amplifikacije pristupilo se optimizaciji PCR reakcije kroz promjene
temperaturnih uvjeta reakcije kao i odabir koncentracije i koli¢ine amplifikacijskih

reagensa.
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Reakcijska smjesa za PCR sastojala se od amplifikacijskih reagensa, mikrosatelitnih

pocetnica i genomske DNA, ¢ije su koncentracije i volumeni navedeni u tablici 5.

Tablica 5. Koncentracije i sastav reakcijske smjese za PCR amplifikaciju gwm?261

pocetnica
Reakcijska smjesa oncentracija Volumen po jednoj reakciji
ishodisna radna

PCR pufer 5 x 1x 2 ulL
MgCl, 25 mM 1,5 mM 0,6 uL
dNTP Mix 2,5mM 0,2 mM 0,8 uL
L- pocetnica 10 uL 0,4 uL 0,4 uL
R- pocetnica 10 uL 0,4 uL 0,4 uL
Taq polimeraza 5 U/uL 0,05 U/uL 0,1 uL.
Genomska DNA 2uL 2 uL
d.d. H,0 - - 421 uL
Total 10,0 uL

Za PCR reakciju koristen je uredaj Eppendorf Mastercycler® Thermal Cyclers 53333
Version 20.30.33-09 prema sljede¢em programu: 1. korak 5 minuta na 94°C; 2. korak 44
ciklusa od 50 sekundi na 94°C, 30 sekundi na 54°C i 1 minuta na 72°C; te 3. zavr$ni korak

10 minuta na 72°C.

Nakon amplifikacije, produkti PCR reakcije provjeravani su elektroforezom na 2 %
agaroznom gelu, a ocekivane velic¢ine fragmenata bile su 192 bp (dijagnosti¢ni alel za Rht8
gen), te 165, 174, 180, 198, 200 i 204 bp (divlji aleli).

Specifiéne mikrosatelitne pocetnice markera za Rht-B1 i Rht-D1 gen kreirali su Ellis i
suradnici te su odabrane prema literaturnim navodima istih (Ellis i sur., 2002.). Sekvence
pocetnica za identifikaciju specificnog alela, kao 1 lokus 1 temperatura nalijeganja

pocetnica, prikazani su u tablici 6.
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Tablica 6. Svojstva parova pocetnica specifi¢nih mikrosatelitnih markera

Sekvenca pocetnice (5' — 3)

< » T,
T 2
£ S Lijeva potetnica Desna pocetnica (°O)
Bla 4B OF WRL: 70
GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTG
Blb 4B OF MRA1: 69
GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTA
DF2: WR2:
Dla 4D GGCAAGCAAAAGCTTCGCG GGCCATCTCGAGCTGCAC 95
Db 4D DF: MR2: 61

CGCGCAATTATTGGCCAGAGATAG CCCCATGGCCATCTCGAGCTGCTA

* T, (°C) — temperatura nalijeganja po&etnica

Amplifikacija specifiénih mikrosatelitnih pocéetnica za identifikaciju Rht-B1 i Rht-D1 gena

obavljena je prema modificiranom protokolu koji su opisali Ellis i sur. (2002.). Prije

pripreme reakcijske smjese, i u ovom slucaju obavljena je optimizacija PCR reakcije.

Koncentracije za reakcijsku smjesu navedeni su u tablici 7.

Tablica 7. Koncentracije i sastav reakcijske smjese za PCR amplifikaciju specifi¢nih

pocetnica
.. ) Koncentracija i .
Reakcijska smjesa ~hodisma —da Volumen po jednoj reakciji
PCR pufer 5 x 1x 2ul
MgCl, 25 mM 1,5mM 0,6 uL.
dNTP Mix 2,5mM 0,15 mM 0,6 uL
L- pocetnica 10 uL 0,25 uLL 0,25 uL
R- pocetnica 10 uL 0,25 uLL 0,25 uL
Taqg polimeraza 5U/uL 0,02 U/uL 0,04 uL
Genomska DNA 2ulL 2 uL
d.d. H,O - - 3,704 uL
Total 10,0 uL

PCR reakcija provedena je prema sljede¢em programu: 1. korak 5 minuta na 95°C; 2.
korak sedam ciklusa od 45 sekundi na 95°C, 1 minuta na 65°C (-1°C po ciklusu) i 80
sekundi na 72°C; 3. korak 30 ciklusa 15 sekundi na 94°C, 15 sekundi na 58°C i 50 sekundi

na 72°C; 4. zavr$ni korak trajao je 2 minute na 72°C.
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Provjera PCR produkata izvrSena je elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Ocekivani

fragmenti produkata su veli¢ine 237 bp za BF-MR1 i BF-WR1 , i 254 i 264 bp za DF-MR?2

i DF2-WR2 pocetnice (tablica 8).

Tablica 8. Ocekivani produkti PCR reakcije za Rht-B1 i Rht-D1 specifi¢ne pocetnice

Aleli Aleli
Rht-Bla Rht-B1b Rht-Dla Rht-D1b
Pocetnice  (divlji tip) (patuljasti tip) Podetnice (divlji tip) (divlji tip)
BF-MR1 - 273 bp DF-MR2 - 254 bp
BF-WR1  273bp - DF2-WR2 264 bp -

Ocdekivani fragmenti

Ocekivani fragmenti

Prije pripreme reakcijskih smjesa za PCR obavljeno je razrjedivanje oligonukleotidnih

pocetnica dodavanjem TE pufera prema tablici 9. U pripremljene obiljezene tubice od 0,5

ml dodano je 10 pL razrijedenih oligonukleotida i 100 puL d.d. H,0.

Tablica 9. Razrjedivanje oligonukleotidnih pocetnica

. . TE 8.0
Pocetnice markera (L)
gmw261 — L 119
gmw261 — R 118
Rht-Bla — BF 88
Rht-Bla - WR1 94
Rht-B1b — BF 88
Rht-B1b -MR1 92
Rht-D1la -DF2 103
Rht-Dla -WR2 94
Rht-D1b -DF 82
Rht-D1b — DF2 122

3.2.2.3. Elektroforeza

Produkti SSR amplifikacije naneseni su na 2% agarozni gel u 1 x TBE puferu. Od svakog

uzorka u jaZice gela ispipetirano je 5 pL. Agarozni gel bio je veli¢ine 7x10 cm, 1 debljine 1
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cm, a za pripremu 2%-tnog gela je bilo potrebno: 60 ml 1 x TBE puferai 1,2 g agaroze. Za
PCR produkte gwm261 amplifikacije koristena je Lonza MetaPhor® agaroza zbog vece
rezolucije produkata, dok je za ostale PCR produkte koriStena Lonza SeaKem® LE
agaroza.

Gelovi su pripremljeni prema slicnom protokolu: u Erlenmeyerovu tikvicu od 200 mL
izvagano je 1,2 g agaroze te je dodano 60 ml TBE pufera. Tikvica je zagrijavana u
mikrovalnoj peénici dvije do tri minute do vrenja, tijekom Cega je nekoliko puta izvadena i
lagano mijeSana. Nakon toga je ohladena mijeSanjem na oko 60°C na sobnoj temperaturi ili
u vodenoj kupelji. Otopina agaroze obojana je s dvije do tri kapi fluorescentne Olerup
SSP® GelRed boje kako bi fragmenti DNA bili vidljivi na gelu. Gel je izliven u kadicu u
koju su smjestena dva ¢eslja od 15 jazica te ostavljen da se hladi na sobnoj temperaturi dok
se ne stvrdne. Kod MetaPhor® agaroze gel je stavljen 20 minuta na temperaturu od +4°C

kako bi se stvrdnuo.

Za elektroforezu je koristen uredaj Bio-Rad Mini-Sub® Cell GT (slika 9), a uvijeti su bili
sljedeci: 80 V; 60 mA; 50 W. Trajanje elektroforeze bilo je izmedu 35 i 45 min, ovisno o
veli¢ini ocekivanih fragmenata. Kao standard za utvrdivanje veli¢ine fragmenata PCR
produkata koristene su Promega® 100bp DNA Ladder s rasponom veli¢ina fragmenata od
100 bp do 1000 bp, zajedno s pripadaju¢om bojom, 6x Blue/Orange Loading Dye, i
Lonza® 20 bp DNA Ladder s rasponom veli¢ina fragmenata od 20 bp do 500 bp, za veéu
rezoluciju produkata.

Slika 9. Elektroforeza produkata PCR reakcije (foto original; I.Ravli¢)
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Slike gela s PCR produktima dobivene su pomoéu Syngene® uredaja za snimanje S
kamerom od 3.8m piksela, G:BOX F3, s ugradenim GeneSys softverom.

3.2.3. Oditavanje rezultata i obrada podataka

Ocitavanje rezultata PCR reakcija obavljeno je Syngene® programom GeneTools,
kompatibilnim s GeneSys softverom ver. 1.4.1.0, i ocjenjivanjem slika gela koje su
dobivene pomoc¢u G:BOX F3 uredaja za snimanje (slika 10). Izradene su tablice prisutnosti
gena za svaku sortu te je izraCunata srednja vrijednost visine biljaka pSenice iz poljskog

pokusa.

8 EEnE

Slika 10. G:Box uredaj za snimanje gela nakon elektroforeze
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4. Rezultati

4.1. Varijabilnost visine sorata pSenice u poljskom pokusu

Prosje¢na visina sorata pSenice varirala je od 73 do 137 cm (grafikon 2). Od svih 30 sorata

ukljucenih u poljski pokus, najmanja visina zabiljeZzena je kod hrvatske sorte Srpanjka,

73,4 cm, a najveéa kod hrvatske sorte U1, 136,3 cm. Ostale hrvatske sorte imale su visinu

izmedu 79 i 96 cm, osim sorti Cerera i Koleda s visinom od 104,2 cm i 102,8 cm. Od

stranih sorti, najmanju visinu imala je japanska pSenica Norin 10, 79,3 cm, a najvecu

kanadska pSenica Thatcher, 122,7 cm. Osim sorata Soissons s 91,7 cm i sorte Libellula s

96 cm, ostale strane sorte imale su visinu izmedu 104 1 121 cm.

Varijabilnost visine sorata pSenice
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Grafikon 2. Prosjecna visina sorata pSenice u poljskom pokusu
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4.2. Ispitivanje varijabilnosti na Rht-B1 i Rht-D1 lokusu

Nakon obrade slika gelova s PCR produktima u GeneTools programu, identificirani su
aleli Rht-B1 i Rht-D1 lokusa na kratkom kraku 4B i 4D kromosoma 20 hrvatskih i 10

stranih sorata psenice te su rezultati navedeni u tablici 10.

Tablica 10. Varijabilnost na Rht-B1 i Rht-D1 lokusima 30 sorata pSenice

Br. Sorta Podrijetlo Rht-B1 lokus Rht-D1 lokus
Aleli
Bla Blb Dla Dib
(divlji) (patuljasti) (divlji) (patuljasti)

1 Ul HR + +
2  Osjecka 20 HR - - i
3  Slavonija HR - - +
4  Zitarka HR + - -
5  Srpanjka HR + +
6 Demetra HR T i
7 Super Zitarka HR + +
8  Zlatna Dolina HR + +
9 Golubica HR + +
10 Janica HR + +
11 Barbara HR + +
12 Marija HR + +

13  Prima HR + + +
14 Kuna HR + +
15 Cerera HR + - -
16 Koleda HR + i
17  Gabi HR + +
18 N.Zitarka HR + +
19 Dea HR + - -
20 Ana HR + +
21 Libellula IT + +
22 Soissons FR - - -
23 Altos D + +
24 C.Spring CHN + +
25 Capelle D. FR + +
26 Siete C.66 MEX e5 i
27 Avrora RUS + - -
28 Kavkaz RUS i - -
29 Norin 10 JAP + - -
30 Thatcher CAN + - -

* +/- prisutnost/odsutnost alela na lokusu
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Sorte s Rht-Bla i Rht-B1b alelima dale su oc¢ekivane PCR produkte od 237 bp (slika 11).

Od ukupno 30 sorata, kod 19 je identificiran Rht-B1b alel na Rht-B1 lokusu (tablica 10;
slika 11). Rht-B1b alel imale su sve hrvatske sorte pSenice osim U1, Osjecke 20, Slavonije
i Marije. Alel Rht-Bla identificiran je kod dvije hrvatske sorte (Ul i Marija). Kod sorte
Prima identificirana su oba alela nakon amplifikacije PCR produkata, dok sorte Osjecka 20
I Slavonija nisu pokazale nijedan od navedenih alela. Od deset stranih standardnih sorata
samo tri su imale Rht-B1b alel (Soissons, Ciete Cerros 66 i Norin 10), a ostale Rht-Bla alel.

Ovaj alel identificiran je i kod sorate Altos $to nije objavljeno u prijasnjim istrazivanjima.

237bp —»ww

) “-—t-------°-----
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Slika 11. Identifikacija Rht-B1b alela kod hrvatskih sorata psenice (foto original;
[.Ravli¢)

Ocitavanjem rezultata za Rht-D1 specificne markere dobiveni su ocekivani PCR produkti
od 254 bp za Rht-D1a i 264 bp za Rht-D1b alel (slika 12).

Kod 21 sorte psenice identificiran je Rht-D1b alel na Rht-D1 lokusu. Alel Rht-D1b
identificiran je kod svih hrvatskih sorata, osim Zitarke, Dee, Cerere i Marije. Sorta Marija
imala Rht-D1a alel, a sorte Zitarka, Cerera i Dea nisu imali nijedan od ova dva alela na
Rht-D1 lokusu, kao ni strana standardna sorta Soissons. Nijedan od Rht-D1 alela nije
identificiran ni kod sorti Avrora, Kavkaz i Thatcher, te Norin 10, iako je prethodnim
istrazivanjima u ovim sortama identificiran Rht-D1a, odnosno Rht-D1b alel. Od ostalih

standardnih sorti, sorta Libellula imala je Rht-D1b alel, kao i sorte Altos i Capelle Desprez
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za koje ovi aleli nisu pronadeni u drugim istrazivanjima. Sorte Chinese Spring i Siete
Cerros 66 imale su alel Rht-D1b iako je istrazivanjima kod ovih sorti potvrden Rht-Dla

alel na Rht-D1 lokusu (tablica 10; slika 12 ).

.
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Slika 12. Identifikacija alela Rht-D1 lokusa kod hrvatskih i stranih sorata p$enice

(foto original; I.Ravli¢)

Kod 13 sorata pSenice identificirana su oba patuljasta alela za nisku stabljiku, Rht-B1b i
Rht-D1b, dok je oba divlja tipa alela na Rht-B1 i Rht-D1 lokusu imala hrvatska sorta
Marija. Kombinaciju Rht-Bla i Rht-D1b alela imale su sorte U1, Libellula, Altos, Chinese
Spring i Capelle Desprez. Hrvatske sorte Osjecka 20, Slavonija, Zitarka, Cerera i Dea, te
strane sorte Soissons, Avrora, Kavkaz, Norin 10 i Thatcher, imale su samo jedan alel na

oba lokusa. Hrvatska sorta Prima imala je kombinaciju Rht-Bla, Rht-B1b i Rht-D1b alela.
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4.3. Ispitivanje varijabilnosti na Xgwmz261 lokusu

U ispitivanju varijabilnosti na Xgwm261 lokusu koji je udaljen 0.6 cM od Rht8 gena na

kratkom kraku 2D kromosoma pSenice, koriSten je mikrosatelitni marker gwm261.

Identificirane su Cetiri razliCite alelne varijante kod 20 hrvatskih i 10 stranih sorata pSenice

(tablica 11).

Tablica 11. Alelna varijabilnost na lokusu Xgwm261 kod 20 hrvatskih i 10 stranih sorata

pSenice

Alel na Alel na
Br. Sorta Podrijetlo  Xgwm261 | Br. Sorta Podrijetlo  Xgwm261

lokusu lokusu
1 Ul HR 165bp |16 Koleda HR 192 bp
2 Osjecka 20 HR 165bp |17 Gabi HR 192 bp
3 Slavonija HR 192bp |18 N.Zitarka HR 174 bp
4 Zitarka HR 192bp |19 Dea HR 192 bp
5  Srpanjka HR 192bp |20 Ana HR 192 bp
6  Demetra HR 192bp |21 Libellula IT 192 bp
7 Super Zitarka HR 192bp |22 Soissons FR 174 bp
8  Zlatna Dolina HR 192bp |23 Altos D 197 bp
9  Golubica HR 192bp |24 C.Spring CHN 192 bp
10 Janica HR 192bp |25 CapelleD. FR 174 bp
11 Barbara HR 192bp |26 Siete C.66 MEX 192 bp
12 Marija HR 192bp |27 Avrora RUS 192 bp
13  Prima HR 192bp |28 Kavkaz RUS 192 bp
14 Kuna HR 192bp |29 Norin 10 JAP 174 bp
15 Cerera HR 192bp |30 Thatcher CAN 165 bp

Alel od 192 bp imalo je ukupno 22 sorte, od kojih je 17 hrvatskih sorata te strane sorte

Libellula, Chinese Spring, Siete Cerros 66, Avrora i Kavkaz. U ¢etiri sorte utvrden je alel

od 174 bp, od kojih je jedna hrvatska (Nova Zitarka), jedna japanska (Norin 10) i dvije

francuske sorte (Soissons i Capelle Desprez 66). Alel od 165 bp imale su dvije hrvatske

sorte (U1 i1 Osjecka 20) te kanadska sorta Thatcher. Kod sorte Altos identificiran je alel od
197 bp (tablica 11; slika 13).
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Slika 13. Alelna varijabilnost na lokusu Xgwm261 kod hrvatskih i stranih sorata pSenica

(foto original; I.Ravli¢)

32



5. Rasprava

Glavni cilj oplemenjivanja psenice u posljednjih 100 godina bilo je poveéanje prinosa kroz
smanjivanje visine stabljike, $to je povecalo otpornost biljaka na polijeganje. Smanjivanje
visine biljke dovelo je i do povecanja Zetvenog indeksa kroz ucinkovitije usmjeravanje
asimilata za razvoj zrna. Visina biljke kontrolirana je Rht major genima i veé¢im brojem
minor gena rasporedenih po svim kromosomima psenice (Chebotar i sur., 2001.) koji se
mogu identificirati molekularnim markerima i tako primijeniti u oplemenjivackim
programima. U provedenom istrazivanju koriStena su tri mikrosatelitna markera za
ispitivanje varijabilnosti Rht gena na B i D genomu 20 hrvatskih i 10 stranih sorata

pSenice.
5.1. Varijabilnost na Rht-B1 i Rht-D1 lokusu i visina pSenice

Za procjenu varijabilnosti sorata na Rht-B1 i Rht-D1 lokusima koriSteni su specifi¢ni
mikrosatelitni markeri za Rht-B1 i Rht-D1 gene koje su razvili Ellis i sur. (2002.) Rezultati
istrazivanja varijabilnosti na Rht-B1 i Rht-D1 lokusu 30 sorata pSenice pokazali su da 19
sorti (63,3%) ima Rht-B1b alel, dok 21 sorta (70%) ima Rht-D1b alel. Rht-B1b i Rht-D1b
aleli bili su podjednako zastupljeni kod hrvatskih sorata psenice (kod 16 od 20 sorata,
odnosno 80%). Kombinaciju oba alela imalo je 13 sorata (43,3%), od kojih je 12 hrvatskih
(60%). Ovi geni introducirani iz japanske sorte Norin 10 najvecu ucestalost imaju u
oplemenjivackom materijalu CIMMYT-a, Rht-B1b 82,1 % i Rht-D1b 14.4% (Liang i sur.,
2009.), i SAD-a, Rht-B1b 77% i Rht-D1b 45% (Guedira i sur., 2010.). U¢estalost ovih gena
nesto je manja u sortama podrucja Kine, Rht-B1b 24,5% i Rht-D1b 45%, (Zhang i sur.,
2006.); Rusije, Rht-B1b 37,7% i Rht-D1b 13,3%, (Divashuk i sur., 2013.); i Njemacke,
Rht-B1b 6% i Rht-D1b 37,6% (Knopf i sur., 2008.). U pSenicama podrucja Srbije
ucestalost Rht-Blb alela bila je 40%, a Rht-D1b 22% (ToSovi¢-Mari¢ i sur., 2008.).
Worland i sur. (1998.) navode da je u germplazmi jugoistocne Europe vrlo mala ucestalost
ovih gena zbog negativne interakcije tih gena s pojavom visokih temperatura u vrijeme
stvaranja gametofita pSenice ¢ime je produktivnost klasa smanjena. Veca ucestalost ovih
gena u hrvatskim sortama moze se objasniti relativno malim brojem sorata ukljucenih u

istrazivanje u ¢ijim se pedigreima nalazi oplemenjivacki materijal CIMMYT-a i SAD-a.

lako su aleli Rht-B1b i Rht-D1b introducirani iz japanske sorte Norin 10 tijekom ,,Zelene
revolucije” (Hedden, 2003.) te potvrdeni drugim istrazivanjima (Gale 1 sur., 1981.;

Worland i sur., 1998.), rezultatima nije utvrden Rht-D1b alel na Rht-D1 lokusu. Isto tako,
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kod kineske sorte Chinese Spring i meksicke sorte Siete Cerros 66 nije identificiran divlji
alel Rht-Dla potvrden prethodnim istrazivanjima (Gale i sur., 1981.; Ellis i sur., 2002.,
Mclntosh i sur., 2012. ), ve¢ Rht-D1b alel na Rht-D1 lokusu. Kod stranih sorti Avrora,
Kavkaz i Thatcher takoder nije identificiran prethodno potvrden Rht-Dla alel (Worlan i
sur., 1998; Ellis i sur., 2002.; Divashuk i sur., 2013.). Kod njemacke sorte Altos
identificirani su Rht-Bla i Rht-D1b aleli §to je u suprotnosti s istrazivanjem koje su proveli
Knopf i sur. (2008.) koji u ovoj sorti nisu identificirali nijedan od alela odgovornih za
patuljasti rast. Ovakvi rezultati mogu sugerirati na nespecifi¢nost primjenjenih markera,
odnosno nespecificno vezanje pocetnica markera za drugi niz parova baza koje ne
predstavljaju ciljani gen, $to se moze dogoditi ukoliko je temperatura nalijeganja pocetnica
viSa ili niza od preporucene temperature. U tom se slucaju prilikom PCR reakcije mogu
amplificirati fragmenti DNA iste veli¢ine kao 1 ciljani fragmenti koji ¢e biti vidljivi na gelu
nakon elektroforeze. Ovakve slu¢ajeve navode i ToSovi¢-Mari¢ i sur. (2008.) te Yang i Liu
(2006.).

Koristenjem Rht gena u oplemenjivackim programima, visine pSenica Smanjene su sa 150
cm na prosjecnih 70 cm za intenzivnu poljoprivrednu proizvodnju. Smanjivanje visine bio
je znacajan korak i u domac¢im oplemenjivackim programima u stvaranju polupatuljastih
genotipova (Bede, 1994.). Kako bi se dodatno potvrdila prisutnost odredenih alela na Rht-
B1i Rht-D1 lokusima izmjerene su visine ispitivanih sorata pSenice. Visina biljke u odnosu

na distribuciju alela na Rht-B1 i Rht-D1 lokusu prikazana je grafikonom 3.

Distribucija gena na Rht-B1/D1 lokusu i visina pSenice
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Grafikon 3. Distribucija alelnih varijanti Rht-B1 i Rht-D1 gena i visina sorata pSenice
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Sorte s identificiranim divljim alelom Rht-Bla imale su oc¢ekivane visine preko 100 cm,
ilako u njima nije pronaden Rht-Dla alel utvrden prethodnim istrazivanjima (Worland i
sur., 1998.; Ellis i sur., 2002.; Divashuk i sur., 2013.) koji bi dodatno potvrdio izmjerenu
visinu stabljike. Sorte s Rht-B1b i/ili Rht-D1b alelom, medu kojima je bila i Srpanjka (73,4
cm), imale su prosje¢nu visinu od 90 cm koja se smatra visinom prilagodenom za
intenzivnu poljoprivrednu proizvodnju. Iznimke su bile sorte Cerera, Koleda i Siette
Cerros 66 s visinama preko 100 cm. Ovi rezultati mogu se objasniti ve¢ spomenutim
nespecifiénim markerima, budué¢i da su Ellis i sur. (2002.) kod sorte Siette Cerros 66
utvrdili prisutnost divljeg Rht-D1a alela koji bi bio odgovoran za visoku stabljiku. Isto
tako, visoke temperature tijekom sijecnja i veljace koje su bile veée za 3-4°C od prosjeka,
kao i nedostatkak oborina u prosincu mogli su utjecati na vece usmjeravanje asimilata za
intenzivniji razvoj stabljike. Sorte s kombinacijom Rht-Bla i Rht-D1b alela imale su
oc¢ekivane visine od 96 do 137 cm s obzirom na prisutnost Rht-Bla alela, kao i sorta Prima,
no moguca nespecificnost markera moze se potvrditi rezultatima prijasnjih istrazivanja
gdje su kod sorata Chinese Spring i Capelle Desprez identificirana oba divlja alela
(Mclntosh i sur., 2012.). Sorta Marija s kombinacijom Rht-Bla i Rht-D1a imala je prili¢no
nisku visinu od 89,6 cm koja ne odgovara posjedovanju oba divlja alela, $to se opet moze
pripisati nespecificnim markerima. Razlog u neslaganja distribucije gena i visine moze biti
i posljedica mutacija uslijed samooplodne prirode pSenice gdje je ucestalost mutacija

prilikom svake generacije 10 (Borojevi¢, 1981.).

U usporedbi s divlji alelima, Rht-B1b i Rht-D1b aleli odgovorni su za prosje¢no
smanjivanje visine stabljike za 20-25% (Rebetzke i sur., 2012.; Divashuk i sur., 2013.), a
time i povecanje prinosa, iako njihovo djelovanje moze biti povezano S negativnim
utjecajima na morfoloska 1 agronomska svojstva pSenice u suSnim mediteranskim
uvjetima. S obzirom na postupno povecavanje prosje¢nih mjesecnih temperatura na nasim
podru¢jima, posebice u vegetaciji pSenice, potrebno su daljnja istrazivanja varijabilnosti na
lokusima Rht-B1 i Rht-D1b gena veéeg broja sorata, kao i procjena utjecaja ovih gena na
razli¢ita morfoloSka i agronomska svojstva pSenice. Isto tako, potreban je daljnji razvoj

molekularnih markera koji ¢e omoguc¢iti precizniju identifikaciju ovih gena.
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5.2.Varijabilnost na Xgwm261 lokusu i visina pSenice

U istrazivanju varijabilnost na Xgwm261 lokusu, udaljenom 0,6 cM od Rht8 gena, koristen
je mikrosatelitni marker gwm261. Alel duljine 192 bp imale su 22 sorte (73,3%), medu
kojima su Libellula, Avrora, Kavkaz, Chinese Spring i Siete Cerros 66, kod cetiri sorte
(13,3%) utvrden je alel od 174 bp, medu kojima su i Soissons i Norin 10, te kod tri sorte
(10%) alel od 165 bp medu kojima je bila sorta Thatcher. Ovi rezultati slazu se S prijasnjim
istrazivanjima Worland i sur. (1998.), Ahmad i Sorrells (2002.), Liu i sur. (2005.),
Dvojkovié, 2009., Petrovi¢ (2011.). Identificiran je i alel od 197 bp kod sorte Altos $to su
potvrdili i Knopf i sur. (2008.). 17 (85%) hrvatskih sorata imalo je alel od 192 bp na
Xgwm261 lokusu, medu kojima su bile sorte Cerera, Koleda i Gabi koje nisu objavljene u
dosadasnjim istrazivanjima. Ovaj alel koji se smatra dijagnostickim za prisutnost Rht8
gena kao i gen neosjetljivosti na fotoperiod, Ppd-D1, introducirani su iz japanske sorte
Akakomugi, a kasnije i iz talijanskih i ruskih sorata San Pastore, Libellula, Bezostaja,
Avrora i Kavkaz (Borojevi¢ i Borojevi¢, 2005.a; Borojevi¢ i Borojevi¢, 2005.b; Salvi i sur.,
2013.). Navedene talijanske i ruske sorte nalaze se u pedigreima mnogih hrvatskih sorata
(Dvojkovié, 2009.; Petrovié, 2011.) kao posljedica oplemenjivackog programa koji je
uslijedio introdukcijom talijanskih, a kasnije i ruskih sorti, na nasa podru¢ja (Borojevié i
Borojevié¢, 2005.b). Zbog prethodno navedenog negativnog utjecaja Rht-B1lb i Rht-D1b
gena pri visokim temperaturama tijekom cvjetanja, Rht8 gen favoriziran je u zemljama
juzne i jugoistoéne Europe. Veéina oplemenjivaca tih podrucja selekcijom je odabirala
gentipove s kombinacijom Rht8 i Ppd-D1 gena, zbog svojstva nize stabljike i ranozrelosti.
Vaznost ovih gena najvise je izrazena kod hrvatske sorte Srpanjka kojoj rano klasanje i
niska stabljika omoguéuju visok prinos. Velika ucestalost alela od 192 bp dobivena u ovom
istrazivanju slaze se s drugim istrazivanjima. Alel od 192 bp identificiran je u 84,5% sorata
bugarske pSenice (Ganeva i sur., 2005.), 78,3% srpskih sorata (ToSovi¢-Mari¢ i sur., 2008.),
77,5% ruskih sorata (Divashuk i sur., 2013.), te preko 90% ukrajinskih i ¢eSkih sorata
(Chebotar i sur., 2001.; Sip i sur., 2011.), $to dokazuje njegovu rasprostranjenost i u
isto¢noj Europi. Osim alela od 192 bp, kod dvije hrvatske sorte, Ul i Osjecka 20,
identificiran je alel od 165 bp, a kod sorte Nova Zitarka alel od 174 bp, §to je potvrdeno
istrazivanjima koje su proveli Dvojkovi¢ (2009.) i Petrovi¢ (2011.). Alel od 165 bp,
podrijetlom iz japanske sorte Saitama 27, prevladava u oplemenjivatkom materijalu

CIMMYT-a, dok alel od 174 bp iz japanske sorte Norin 10, koji je povezan s genom za
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osjetljivost na fotoperiodizam (Ppdl), prevladava u francuskim, njemackim te u sortama
Ujedinjenog Kraljevstva (Worland i sur., 1998.; Zheleva i sur., 2006.). U sortama s alelima
od 165 i 174 bp identificirani su i Rht-B1b i/ili Rht-D1b aleli pa se moze zakljuciti da se u

njihovim pedigreima nalaze sorte podrijetlom sa CIMMYT-a.

Veliki broj autora (Korzun i sur., 1998; Worland i sur., 1998.; Worlan i sur., 2001.;
Zheleva i sur., 2006.) smatra da alelna varijanta od 192 bp na Rht8 genu u usporedbi sa 174
bp alelom smanjuje visinu stabljike za 7- 8 cm, dok ona od 165 bp povecava stabljiku za
oko 3 cm. Kombinirani utjecaj Rht8 i Ppd-D1 gena smanjuje visinu stabljike i do 10 cm,
povecava plodnost klasi¢a i omogucuje ranije cvjetanje za osam dana (Gale i Youssefian,
1985.). Dobiveni rezultati varijabilnosti na Xgwm261 lokusu usporedeni su S visinama

biljaka psenice iz poljskog pokusa i prikazani grafikonom 4.

Distribucija alela na Xgwm261 lokusu i visina pSenice
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Grafikon 4. Distribucija alelnih varijanti Xgwm261 lokusa i visina sorata pSenice

Visine sorata s alelima od 165 i 174 bp u skladu su s povecavanjem visine stabljike koje su
opisali Worland i sur. (1998.). Zbog prisutnosti ovih alela, kao i divljeg alela Rht-Bla,
sorte U1, Thatcher i Capelle Desprez imale su visinu preko 100 cm. S druge strane, znatno
niza visina sorti Osjetka 20, Nova Zitarka, Soissons i Norin 10 moZe se pripisati
prisutnosti Rht-B1b i Rht-D1b alela. Prisutnost alela od 197 bp, kao i divljeg alela Rht-Bla
koje su utvrdili i Knopf i sur. (2008.), objasnjava visinu sorte Altos (111 cm). Sorte

pSenice u kojima je identificiran alel od 192 bp imale su visinu od 73 (Srpanjka) do 120 cm
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(Chinese Spring). Ellis i sur. (2007.b) utvrdili su da alelna varijanta od 192 bp ne mora
uvijek biti povezana s Rht8 genom i smanjivanjem visine biljke $to objasnjava dobivene
rezultate. S obzirom na to, prisutnost alelne varijante od 192 bp na Xgwm261 lokusu
dijagnosti¢na je za Rht8 gen samo u sortama u ¢ijem se pedigreu nalazi japanska sorta

Akakomugi ili Strampellijeve pSenice.

Kod 19 od 30 sorata (63,3%) identificirana je kombinacija alela od 192 bp i Rht-B1b i/ili
Rht-D1b alela za smanjivanje visine stabljike. Znatno manje ucestalosti ovih gena
zabiljezili su Geneva i sur. (2005.), Zhang i sur. (2006.) i ToSovi¢-Mari¢ i sur. (2008.) u

bugarskim (27%), kineskim (31,4%) te u srpskim (33%) i drugim stranim pSenicama.

S obzirom na mogucéu nepovezanost alela od 192 bp s Rht8 genom, poteskoée prilikom
ispitivanja varijabilnosti Rht-B1lb i Rht-D1b, kao i visoke ucestalosti gena u ovom
istrazivanju, potrebno je proSiriti ispitivanje varijabilnosti ovih gena na veci broj sorata
pSenice podrijetlom iz razli¢itih zemalja te obaviti detaljne analize njihovih pedigrea.
Potrebno je i daljnje razvijanje molekularnih markera pomoc¢u kojih ¢e se s vecom
sigurno§¢u moéi identificirati spomenuti, ali i alternativni geni za Smanjivanje visine
pSenice. Kako bi se smanjio moguci utjecaj ekstremnih klimatskih uvjeta na rezultate,
nuzno je provesti i visegodiSnje poljske pokuse S oCitavanjem veéeg broja agronomskih

svojstava.
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6. Zakljucak

Istrazivanje je provedeno u svrhu ispitivanja varijabilnosti alela na Xgwm261 lokusu

povezanim s Rht8 genom, te Rht-B1 i Rht-D1 lokusima pomoc¢u SSR markera kod

hrvatskih i stranih sorti te njihovog utjecaja na visinu biljke u poljskom pokusu tijekom
vegetacijske godine 2013./2014.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

na Xgwm261 lokusu identificirana su cCetiri razliCita alela od kojih je
najzastupljeniji bio alel od 192 bp, prisutan u 22 sorte (73,3%), odnosno 17
(85%) hrvatskih sorti.

GA- neosjetljivi Rht-B1b i Rht-D1b aleli odgovorni za smanjivanje visine
stabljike bili su zastupljeni kod 19 sorata (63,3%) odnosno 21 sorte (70%).

gotovo sve sorte pSenice imale su ocekivane visine s obzirom na prisutnost
odredenih alela na Xgwm261 lokusu, izmedu 73,4 cm (Srpanjka) i 136,3 cm
(U1), iako to nije bio slucaj kod prisutnosti razli¢itih alela Rht-B1 i Rht-D1
lokusa.

razlike u rezultatima varijabilnosti na Rht-B1 i Rht-D1 lokusu, kao i
izmjerenim visinama, sugeriraju na mogucu nespecificnost mikrosatelitnih

markera i ekstremne klimatske uvjete tijekom vegetacijske sezone.

kod 19 od 30 sorata (63,3%) identificirana je kombinacija alela od 192 bp i
Rht-B1b i/ili Rht-D1b alela za smanjivanje visine stabljike.
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8. Sazetak

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati varijabilnost Rht gena u 20 hrvatskih i 10 stranih
ozimih pSenica pomoc¢u mikrosatelitnog markera gwmz261 i specifiénih markera za Rht-B1
i Rht-D1 gene, te rezultate usporediti s visinom pSenice u poljskim pokusima.
Identificirane su Cetiri razli¢ite alelne varijante na Xgwm261 lokusu, od 165, 174, 192 i 197
bp. Najzastupljeniji je bio alel od 192 bp, u odredenim slucajevima dijagnosti¢nan za Rht8
gen, prisutan u 22 sorte (73,3%), odnosno 17 (85%) hrvatskih sorti. Ispitivanjem
varijabilnosti na Rht-B1 i Rht-D1 lokusima, utvrdena je zastupljenost Rht-B1b i Rht-D1b
alela kod 19 sorata (63,3%) odnosno 21 sorte (70%). Ovi aleli bili su prisutni u 80%
hrvatskih sorata. Kombinaciju alela od 192 bp i Rht-B1b i/ili Rht-D1b alela imalo je 63,3%
sorata. Gotovo sve sorte pSenice imale su ocekivane visine s obzirom na prisutnost
odredenih alela na Xgwm261 lokusu, izmedu 73,4 cm (Srpanjka) i 136,3 cm (U1), iako to
nije bio slucaj kod prisutnosti razli¢itih alela Rht-B1 i Rht-D1 lokusa.
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9. Summary

The aim of this study was to determine the variability of Rht genes in 20 Croatian and 10
foreign winter wheat varieties using microsatellite marker gwm261 and specific markers
for Rht-B1 and Rht-D1 genes, and to compare the results with wheat heights obtained from
field trial. Four different allels were determined on Xgwm261 locus, 165, 174, 192 i 197 bp.
192 bp allel, in certain cases diagnostic for Rht8 gene, was predominant in 22 varieties
(73.3%) and 17 Croatian varieties (85%), respectively. Analysis of variability on Rht-B1
and Rht-D1 loci showed presence of Rht-B1b and Rht-D1b allels in 19 varieties (63.3%)
and 21 varieties (70%), respectively. These allels were present in 80% of Croatian wheat
varieties. Combination of Xgwm261- 192 bp allel, and one or both Rht-B1b, Rht-D1b allel
was present in 63,3% varieties. Wheat height varied from 73.4 cm (Srpanjka) to 136.3 cm
(U1), and in most cases was as expected considering allel distribution on Xgwm261 locus,

which was not the case for allel distribution on Rht-B1 and Rht-D1 loci.
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10. Popis tablica

Tablica 1.

Tablica 2a.

Tablica 2b.

Tablica 3.

Tablica 4.

Tablica 5.

Tablica 6.

Tablica 7.

Tablica 8.

Tablica 9.

Tablica 10.

Tablica 11.

Lista Rht gena, lokusa i alelnih varijanti

Godina priznavanja, podrijetlo i pedigre hrvatskih sorata ozime psSenice
Godina priznavanja, podrijetlo i pedigre stranih sorata pSenice
Koncentracija DNA i1 PCR razrjedenje uzoraka

Svojstva para poc¢etnica mikrosatelitnog markera gwmz261

Koncentracije i sastav reakcijske smjese za PCR amplifikaciju gwm261

pocetnica
Svojstva parova pocetnica specificnih mikrosatelitnih markera

Koncentracije i sastav reakcijske smjese za PCR amplifikaciju specifi¢nih

pocetnica

Ocekivani produkti PCR reakcije za Rht-B1 i Rht-D1 specifi¢ne pocetnice
Razrjedivanje oligonukleotidnih pocetnica

Varijabilnost na Rht-B1 i Rht-D1 lokusima 30 sorata pSenice

Alelna varijabilnost na lokusu Xgwm261 kod 20 hrvatskih i 10 stranih sorata

pSenice
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11. Popis slika

Slika 1.

Slika 2.

Slika 3.

Slika 4.

Slika 5.

Slika 6.

Slika 7.

Slika 8.

Slika 9.

Slika 10.

Slika 11.

Slika 12.

Slika 13.

Poljski pokus tijekom nicanja pSenice (foto original; I. Ravli¢)

Poljski pokus u punoj zriobi pSenice (foto original; 1. Ravli¢)

Uzorci na stalku za muckanje (foto original; I. Ravli¢)

Centrifugiranje uzoraka (foto original; I. Ravli¢)

Odvajanje tekuce od krute faze (foto original; I. Ravli¢)

Vidljiva DNA nakon dodavanja izopropanola (foto original; I. Ravli¢)

Kvaliteta izolirane DNA u usporedbi s lambdom-DNA (foto original; I.
Ravli¢)

Kvaliteta izolirane DNA u usporedbi s lambdom-DNA (foto original; I.
Ravli¢)

Elektroforeza produkata PCR reakcije (foto original; I.Ravli¢)

G:Box uredaj za snimanje gela nakon elektroforeze

Identifikacija Rht-B1b alela kod hrvatskih sorata psenice (foto original; I.
Ravli¢)

Identifikacija alela Rht-D1 lokusa kod hrvatskih sorata pSenice (foto original;
I. Ravli¢)

Alelna varijabilnost na lokusu Xgwm261 kod hrvatskih i stranih sorata

pSenica (foto original; 1. Ravli¢)
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12. Popis grafikona

Grafikon 1.

Grafikon 2.

Grafikon 3.

Grafikon 4.

Klima dijagram za podrudje Osijeka tijekom vegetacijske godine
2013./2014. i visegodisnji prosjek (1981.-2013.)

Prosjecna visina sorata psSenice u poljskom pokusu
Distribucija alelnih varijanti Rht-B1 i Rht-D1 gena i visina sorata pSenice

Distribucija alelnih varijanti Xgwm261 lokusa i visina sorata pSenice
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